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Verwendung von Inhibitoren der Alanyl-Aminopeptidasen und diese umfassende 
pharmazeutischen Zubereitungen 

Die vorliegende Eifindung betrifft die Verwendung von einem Inhibitor oder mehreren 
Inhibitoren von Alanyl-Aminopeptidasen und/oder von Enzymen gleicher Substratspezifitat 
zur Induktion der Produktion von TGF-pl und Expression von TGF-pl in und/oder auf Tieg- 
Zellen und die Verwendung zur Vorbeugung und/oder Behandlung von Autoimmun- 
erkrankungen, Allergien, Arteriosklerose und zur UnterdrUckung von Ttansplantat- 
.bstossungen. Weiter betiiffl die Erfindung Verwendungen bei der zusStzlich 
'eptidfragmente yon pathogenen Autoantigenen oder synthetische Analoga und/oder 
spezifische antigene Komponenten pathogener Mikroorganismen eingesetzt werden. Die 
gemeinsame Applikation von Inhibitoren gegen oben genannte Enzyme mit 
krankheitsspezifischen Antigenen verstarkt die gerichtete Wirkung der Inhibitoren gegen 
pathogene T-Zell-Klone und ist zur spezifischen Therapie immunologisch bedingter 
Erkrankungen geeignet. 

Es ist bereits bekannt, dafi bei Erkrankungen mit Autoimmunpathogenese wie beispielsweise 
Typ I Diabetes mellitus oder Multiple Sklerose eine Aktivierung und Proliferation von 
autoreaktiven, d.h. gegen koipereigene Antigene gerichtete Lnmunzellen, insbesondere von 
Lutoreaktiven T-Lymphozyten, dem Krankheitsprozess zugrunde liegen bzw. diesen 
ausmachen. Ahnliche Mechanismen kommen bei der Entstehung von Abstossungsepisoden 
nach Organtransplantation mit dem Unterschied zum Tragen. dass hier nicht primSr 
"Autoantigene", sondern "Fremdantigene" aus dem Spenderorgan fUr die Entwicklung der 
fatalen Immunantwort verantworUich sind. In beiden Fallen, d.h. sowohl bei 
Autoimmunerkrankungen als auch bei Abstossungsreaktionen, kommt es zu einem 
unerwUnschten Bruch der 'Toleranz" des Immunsystems gegen die korpetcigenen oder vom 
Transplantat herrUhrenden Antigene. Ahnliches gilt fOr die Qbeischiessende Immunantwort 
bei Allergien. 
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Abb. I: Lihibierang autoreaktiver T-Zellen Uber I5sliches (a) oder membranstSndiges TGF-Pl 
(b). MembranstSndiges TGF-Pl auf Treg wirkt direkt inhibitorisch auf auloreaktive T-Zellen. 
indem es an deren TGF-Pl-Rezeptor bindet (Zell-Zell-Kontakt) (b. oben). Dieser Zell-Kontakt 
kann Uber die gleichzeitige Bindung von sowohl Treg als auch autoreaktiver T-Zelle an eine 
antigenprSsentierende Zelle (APC. insbesondere dendritische Zellen). erreicht weiden (oben). 
Andererseits kdnnen durch vorhergehende Bindung der Treg an die APC diese so verandert 
werden (Fehlen kostimulatorischer Signale). dass eine nachfolgend bindende auloreaktive T- 
^0f^^^^ aktiviert wird (Anergic). In beiden Fallen zeichnen sich Treg und auloreaktive T- 
^ppelle durch die gleiche Antigen-Spezifiiat aus. (Abbildung aus Nature Reviews in 
Immunology 2: 46-53, 2002.) 



Erkenntnisse der letzten Jahre zeigen, dass im gesunden Organismus diese 'Toleranz" aktiv 
aufrecht erhalten wird, indem auloreaktive T-Lymphozyten aktiv in ihrer Funktion und ihrem 
Wachstum unterdriickt werden. Dies wird durch eine spezielle. supprimierende T-Zell- 
Population, die sogenannten nattirlichen regulatorischen T-Zellen (Treg, CD4*CD25*-Zellen), 
erreicht. Treg-Zellen entstehen im Thymus [Kawahata K. et al., J. Immunol. 168: 4399-4405, 
2002] und machen im peiipheren Blut einen Anleil von 5-10% derT-Zellen aus. Sic wirken 
auf CD4*-T-Zellen der gleichen Antigen-Spezifitat Uber direkten Zell-Kontakt inhibitorisch. 
Diese inhibilorische Wirkung wird Uber eine starke Expression von TGF-pl in/auf den Treg 
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eneicht. Pas TGF-Pl ist dabei auf der Oberfiache der.Treg prSsentiert und bindet an den . 
TGF-Pl-Rezeptor auf autoreaktiven T-Zellen, was einen v5llig neuen Wirkungsmechanismus 
dieses starken immunsuppressiven Zytokins darstellt [Nakamura et al., J Exp Med 194: 629- 
644. 2001]. 



Treg-Zellen hemmen die Autoimmunitat effizienter als die Immunantwort gegen "Fremd"- 
Antigene [Romagnoli P et al., J Immunol 168: 1644-1648, 2002]. Daher haben 
Einschrankungen oder Verluste der Funktion von Treg-Zellen besondere pathogenetische 
Bedeutung bei der Entstehung von Autoinununerkrankungen. Ein direkter Zusammenhang 
zwischen Zahl/Funktion von Treg-Zellen und der Manifestation von Autoimmunerkrankungen 
ist far den Typ I-Diabetes [Boudaly S et al., Eur Cytokine Netw 13: 29-37. 2002; Gregori S et 
Diabetes 51: 1367-1374, 2002], die Autoimmun-Enzephalomyelitis (Tiermodell der 
Multiplen Sklerose) [Furtado GC et al., Immunol Rev 182: 122-134, 2001; Muhallab S et al., 
Scand J Immunol 55: 264-273, 2002; Hamilton NH et al., Scand J Immunol 55: 171-177, 
2002], fur die "autoimmune ovarian disease*' (AOD) [Tung KS et al., Immunol Rev 182:135- 
148, 2001], sowie fur den Morbus Crohn [Neurath MF et al., J Exp Med 195: 1129-1143, 
2002] nachgewiesen worden. 



Dariiber hinaus sind Treg-Zellen auch fUr die Unterdrilckung intestinaler oder pulmonaler 
EntzUndungen verantwortlich [Singh B et al., Immunol Rev 182: 190-200, 2001; Hori S et al., 
Eur J Immunol 32: 1282-1291, 2002]. Ebenso eindeutig belegt ist die RoUe von Treg-Zellen 
K-gjfur die Unterdruckung von Abstossungsepisoden nach allogener (Fremd-) Organtrans- 
£jjj|plantation [ICingsley CI et al., J Immunol 168: 1080-1086, 2002; Taylor PA et al.. Blood 99: 
3493-3499, 2002; Chiffoleau E et aL. J Immunol 168: 5058-5069, 2002]. All diesen 
immunsupprimierenden Funktionen der Treg-Zellen ist gemeinsam, dass sie sich durch eine 
hohe Antigenspezifitat auszeichnen, d.h. jeder Treg-Zell-Klon ist gegen ein spezielles Antigen 
gerichtet und inhibiert autoreaktive T-Zellen der gleichen Antigenspezifitat unter normalen 
physiologischen Bedingungen. Im Falle von Autoimmunerkrankungen geht diese Funktion der 
Treg verloren und autoreaktive T-Zell-Klone wie sie im Falle des Typ I Diabetes gegen 
Proteine der pankreatischen Beta-Zelle gerichtet sind, fuhren zum Ausbruch der Autoimmun- 
erkrankung. 




Diese Antigenspezifitat kann auf der anderen Seite auch thei^utisch ausgenutzt werden, 
indem durch gezielte "antigen-spezifische" Aktivieiung in vivo oder ex vivo von Treg- Zellen 
(bzw. von diese Zellen aktivierenden denritischen Zellen) die Zahl/Funktion dieser Zellen 
erh&ht bzw. wieder hergestellt werden. Dazu ist auch die orale Applikation von "Antigenen" 
geeignet [Zhang et al., J Inununol 167: 4245-4253, 2001]. Die Heistellung solcher Antigene 
ist jedoch technisch SuBerst zeit- und kostenintensiv und auf Antigen-spezifische T-Zell- 
Klone beschrSnkt. 



Die besondere RoUe von TGF-Pl fUr die Regulation der immunologischen Hyperreaktivitat 
wird durch zwei jUngere Publikationen unterstrichen. die zeigen, dass die durch genetische 
Manipulation bewirkte tJberproduktion von TGF-Pl in CD4*-Zellen das Kiankheits- 

•pschehen zu unterdrUcken vennag. Da im Falle des Asthma Th2-Zellen an der Pathogenese 
ntscheidend beteiligt sind, kanri durch transgene Oberproduktion von TGF-pl demzufolge 
die Funktion pathogener Th2-Zell-Klone wirksam inhibiert werden [Hansen G et al., J Clin 
Invest 105: 61-70, 2000; Thorbecke GJ et al.. Cytokine Growth Factor Rev 11: 89-96, 2000]. 
Der Nachteil dieser Verfahren zur Induktion der Produktion von TGF-pl in CD4*- bzw, Treg- 
Zellen ist, daB sie eine genetische Manipulation eiforderlich machen, die zum einen sehr 
aufwendig und zum anderen fiir eine pharmakologische Anwendung am Menschen oder Tier 
ungeeignet ist. 

Der vorliegenden Erfmdung liegt die Aufgabe zugrunde, eine effiziente Methode zur 
.)^^^duktion von Produktion und Expression von TGF-pl in und/oder auf Treg-Zellen 
^jSereitzustellen, die dariiber hinaus zur Vorbeugung und/oder Behandlung von Autoimmun- 
erkrankungen, AUergien, Arteriosklerose und zur UnterdrUckung von Transplantat- 
Abstossungen am Mensch oder Tier geeignet ist. Eine weitere Aufgabe ist es, entsprechende 
pharmazeutische Zubereitungen bereitzustellen, mit denen diese Aufgaben gelOst werden 
kSnnen. 

Obenaschenderweise wurde gefunden, daB Inhibitoren von Alanyl-Aminopeptidasen und/oder 
von Enzymen gleicher Substratspezifitat die Produktion von TGF-pl und Expression von 
TGF-Pl in und/oder auf Treg-Zellen induzieren und so zur Vorbeugung und Behandlung von 
Autoimmunerkrankungen, Alleigien und Arteriosklerose geeignet sind und zur Unter- 
drUckung von Transplantat-Abstossungen dienen kdnnen. 
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Die Eifindung betrifft daher die Verwendung von einem Inhibitor oder mehreren Inhibitoren 
von Alanyl-Aminopeptidasen und/oder von Enzymen gleicher Substratspezifitat zur Liduktion 
von Produktion von TGF-Pl und Expression von TGF-Pl in und/oder auf Treg-Zellen. 

Der Zusammenhang zwischen der Inhibierung von Alanyl-Aminopeptidasen und/oder der 
Inhibiening von Enzymen gleicher Substratspezifitat und der Induzierung der Produktion und 
Oberfiachenexpression von TGF-pl in und/oder auf Treg-Zellen ist bislang nicht bekannt 
gewesen. 



. Als Inhibitoren kommen alle Inhibitoren der Alanyl-Aminopeptidasen und alle Inhibitoren 
^^^^on Enzymen gleicher Substratspezifitat in BetrachL Bevorzugt kommen Actinonin, 
^^^uhistin. Phebestin, Amastatin, Bestatin. Probestin. Arphamenin, MR 387. p-Aminothiole, 
a-Aminophosphinsauren und deren Ester und Salze, a -Aminophosphonate. a- 
AminoboronsSuren, a-Aminoaldehyde. Hydroxamate von a-Aminosauren, N- 
Phenylphthalimide, N-Phenylhomophthalimide, a-Ketoamide, Thalidomid und dessen 
Derivate zum Einsatz. Besonders bevorzugt unter diesen sind a-Ketoamide, a-Aminophos- 
phinsauren. N-Phenylhomophthalimide. a-Aminophosphonate und Phebestin. wobei 
besonders bevorzugt als a-Ketoamide 3-Amino-2-oxo-4-phenylbutansaureamide, als a- 
Aminophosphinsauren D-Phe-Y[PO(OH)-CH2]-Phe-Phe, als N-Phenylhomophthalimide PAQ- 
22, als a-Aminophosphonate RB3014 und/oder Phebestin, und ganz besonders bevorzugt 
J*AQ-22, RB3014 und/oder Phebestin eingesetzt werden. 



Vorteilhaft an den bevorzugten und den besonders bevorzugten Inhibitoren ist insbesondere 
die einfache Zuganglichkeit. der geringe Preis und die einfache galenische Verarbeitbarkeit. 

Als Enzym mit gleicher Substratspezifitat wie die Alanyl-Aminopeptidasen sei hier 
beispielhaft die zytosolische Alanyl-Aminopeptidase genannt. Fur die zytosolische Alanyl- 
Aminopeptidase ist PAQ-22 spezifisch. Als bevorzugter Inhibitor der zytosolischen Alanyl- 
Aminopeptidase wird daher PAQ-22 verwendet, oder eine Mischung mehrercr Inhibitoren 
eingesetzt. die PAQ-22 umfaBt. 





Di? Hemmung der enzymatischen AktivitSt der membranstSndigen Alanyl-Aminopeptidase 
(APN, CD13, EC 3.4.11.2) oder die Hemmung von Enzymen mit gleicher Substratspezifitat 
und Inhibitorsensitivitat (wie 2.B. der zytosoUschen Alanyl-Aminopeptidase, zAAP, PSA, 
EC3.4.11.14) erh5ht die Genexpression von TGF-pi in Treg-Zellen sowie die Expression des 
immunsuppressiven ZytoWns TGF-Pl ("transfonning growth factor pi") in/auf 
rcgulatorischen Zellen. Diese Induktion der Produktion und insbesondere der 
Oberflachenexpression von TGF-pl bewirkt selektiv die Starkung bzw. Restitution der 
Funktion von Treg-Zellen und ist aufgrund der oben genannten ZusammenhSnge zwischen der 
Expression von TGF-Pl auf den Treg-Zellen und der inhibitorischen Wirkung auf 
autoreaktive T-Lymphozyten geeignet, die bei Autoimmuneikrankungen und entzUndlichen 
Erkrankungen, bei Allergien sowie bei Abstossungsepisoden nach Oigantransplantation 
istehenden funktionellen Defizite der Treg-Zellen zu Uberwinden und somit die Vorbeugung 
ieser Erkrankungen zu erlauben und/oder den Verlauf bzw. die Schwere dieser Erkrankungen 
zu veibessem und/oder diese Erkrankungen zu heilen. Alle diese Erkrankungen und die 
Abstossungsepisoden nach Organtransplantation sind durch das Fehlen eines ausrcichend 
wirksamen natUrlichen immunsuppressiven Prinzips. d. h. nicht ausrcichend funktionierende 
immunregulatorische Zellen einschlieBlich einer defizienten Produktion von TGF-Pl 
gekennzeichnet. Die erfindungsgemSBe Induktion von TGF-pl ist nicht. auf einzelne Antigen- 
spezifische T-Zell-Klone beschr&ikL 

Daher betrifft die Erfindung auch die Verwendung von einem Inhibitor oder mehreren 
ghibitoren von Alanyl-Aminopeptidasen und/oder von Enzymen gleicher Substratspezifitat 
T Vorbeugung und/oder Behandlung von Autoimmunerkrankungen.. ErfindungsgemMB 
bevorzugt ist die Verwendung zur Vorbeugung und/oder Behandlung von Rheumatoider 
Arthritis, Lupus erytiiematodes, Multipler Sklerose, IDDM, Morbus Crohn, Colitis Ulcerosa, 
Psoriasis, Neurodermitis, Glomerulonephritis, interstitieller Nephritis, Vaskulitis, 
autoimmuner SchilddrUsenerkrankungen, autoimmunhSmolytischer AnMmie, oder anderen 
chronischen Erkrankungen mit entzUndUcher Genese wie beispielsweise der Arteriosklerose. 
Besonders bevorzugt ist die Verwendung zur Vorbeugung und/oder Behandlung von 
Multipler Sklerose oder Arteriosklerose. 



ErfindungsgemaB werden ein Inhibitor oder mehrere Inhibitoren von Alanyl-Aminopeptidasen 
und/oder von Enzymen gleicher Substratspezifitat auch zur Vorbeugung und/oder Behandlung 



vpn AUpigien vom Typ I nach Gell und Coombs oder Alleigien vom Typ n, m oder IV 
eingesetzL Dabei ist die Verwendung zur Voibeugung und/oder Behandlung von Asthma 
bronchiale oder Heuschnupfen als AUergie vom Typ I nach Gell und Coombs und/oder 
Kontaktalleigien als Allergien vom Typ n, m oder IV bevorzugL 

Die Erfindung betrifft waiter die Verwendung von einem Inhibitor oder mehreren Inhibitoren 
von Alanyl-Aminopeptidasen und/oder von Enzymen gleicher SubstratspezifitSt zur 
UnterdrUckung von Transplantat-Abstossungen, bevorzugt bei Nieren- oder Knochenmark- 
transplantationen. 

Bei der Voibeugung und/oder Behandlung von Autoimmunerkrankungen, Allergien und 

•Heuschnupfen und bei der UnterdrUckung von Transplantat-Abstossungen kommen als 
Inhibitoren alle Inhibitoren der Alanyl-Aminopeptidasen und alle Inhibitoren von Enzymen 
gleicher Substratspezifitat in Betracht. Bevorzugt werden Actinonin, Leuhistin, Phebestin, 
Amastatin, Bestatin, Probestin, Aiphamenin. MR 387, p-Aminothiole. a-Aminophosphin- 
sSuren und deren Ester und Salze, a -Aminophosphonate, a-AminoboronsSuren, a-Amino- 
aldehyde, Hydroxamate von a-AminosSuren. N-Phenylphthalimide, N-Phenylhomo- 
phthalimide, a-Ketoamide, Thalidomid und dessen Derivate eingesetzt. Besonders bevoizugt 
unter diesen sind a-Ketoamide, a-AminophosphinsSuren, N-Phenylhomophthalimide, a- 
Aminophosphonate und Phebestin, wobei besonders bevorzugt als a-Ketoamide 3-Amino-2- 
oxo-4-phenyIbutansaureamide, als a-Aminophosphinsauren D-Phe-y[PO(OH)-CH2]-Phe-Phe, 
^als N-Phenylhomophthalimide PAQ-22, als a-Aminophosphonate RB3014 und/oder 
•hebestin. und ganz besonders bevorzugt PAQ-22, RB3014 und/oder Phebestin eingesetzt 
werden 

Als Enzym mit gleicher Substratspezifitat wie die Alanyl-Aminopeptidasen sei hier 
beispielhaft die zytosolische Alanyl-Aminopeptidase genannt. Fur die zytosolische Alanyl- 
Aminopeptidase ist PAQ-22 spezifisch. Als bevorzugter Inhibitor der zytosolischen Alanyl- 
Aminopeptidase wird daher PAQ-22 verwendet. oder eine Mischung mehrerer Inhibitoren 
eingesetzt, die PAQ-22 unafaBt. 




Wegen der hohen Antigenspezifitat der Treg-Zell-Klone scheint die gemeinsame Applikation 
von Aminopeptidase-Inhibitoren mit den die jeweilige Erkrankung verursachenden Antigenen, 





zum Beispiel antigene Peptide des "myelin basic proteinsV bei der Multiplen Sklerose. fiir die 
Therapie besondeis geeignet. da auf diese Weise gezielt und spezifisch die Hemmiing der 
pathogenen T-Zell-Klone bewirkt wird. Die Antigen-spezifische . Immunsuppression ist 
praktisch nebenwirkungsftei [Zhang et al., J Immunol 167: 4245-4253. 2001]. 

Daher betrifft die Erfindung auch die Verwendung von Inhibitoren von Alanyl- 
Aminopeptidasen und/oder von Enzymen gleicher Substratspezifitat zur Induktion von 
Produktion von TGF-pl und Expression von TGF-Pl in und/oder auf Treg-Zellen und zur 
Vorbeugung und/oder Behandlung von Autoimmunerkrankungen. Allergien, Heuschnupfen. 
Arteriosklerose sowie zur UnterdrUckung von Transplantat-Abstossungen. bei der zusatzlich 
Peptidfragmente von pathogenen Autoantigenen oder synthetische Analoga und/oder 
ipezifische antigene Komponenten pathogener Mikrooiganismen eingesetzt werden. Die oben 
aufgefUhrten in Frage kommenderi Inhibitoren und die bevorzugten und besonders 
bevoizugten Inhibitoren sowie die bevorzugten und besondere bevorzugten Erkrankungen 
sind auch bei der Verwendung bevoreugt, bei der zusatzlich Peptidfragmente von pathogenen 
Autoantigenen oder synthetische Analoga und/oder spezifische antigene Komponenten 
pathogener Mikroorganismen eingesetzt werden. Bevorzugte Peptidfragmente von pathogenen 
Autoantigenen bei der Multiplen Sklerose sind MBP (Myelin-Basisches-Protein), MOG 
(Myelin-Oligodendrozyten-Glykoprotein), MAG (Myelin-Assoziiertes-Glykoprotein) und 
PLP (Proteolipid-Protein), bevoizugte spezifische antigene Komponenten pathogener 
Mikroorganismen sind HUllproteine oder Membranglycolipid-Komplexe. 

orteilhaft an den bevorzugten und den besonders bevorzugten Inhibitoren ist insbesondere 
die einfache Zuganglichkeit, der geringe Preis und die einfache galenische Verarbeitbarkeit. 

Daher betrifft die Erfindung auch die Verwendung von einem Inhibitor oder mehreren 
Inhibitoren von Alanyl-Aminopeptidasen und/oder von Enzymen gleicher Substratspezifitat 
zur Herstellung eines Arzneimittels oder einer phamiazeutischen Zubereitung zur Induktion 
von Produktion von TGF-Pl und Expression von TGF-Pl in und/oder auf Treg-Zellen. 

Als Inhibitoren kommen alle Inhibitoren der Alanyl-Aminopeptidasen und alle Inhibitoren 
von Enzymen gleicher Substratspezifitat in Beb-acht. Bevorzugt kommen Actinonin. 
Leuhistin. Phebestin, Amastatin. Bestatin. Probestin. Aiphamenin. MR 387. P-Aminotiiiole, 



a-Aminophosphinsauren und deren Ester und Salze, a -Aminophosphonate. Cfr- 
Aminoboronsauren. a-Aminoaldehyde, Hydroxamate von a-Aminosauren. N- 
Phenylphthalimide, N-Phenylhomophthalimide. a-Ketoamide, Thalidomid und dessen 
Derivate zum Ensate. Besonders bevorzugt unter diesen sind a-Ketoamide, a-Aminophos- 
phinsauren. N-Phenylhomophthalimide, a-Aminophosphonate und Phebestin, wobei 
besonders bevorzugt als a-Ketoamide 3-Amino-2-oxo-4-phenylbutansaureamide, als a- 
Aminophosphinsauren D-Phe-Y[PO(OH)-CH2]-Phe-Phe. als N-Phenylhomophthalimide PAQ- 
22, als a-Aminophosphonate RB3014 und/oder Phebestin. und ganz besondere bevorzugt 
PAQ-22, RB3014 und/oder Phebestin eingesetzt werden. 

)jim^^ ^^y^ ™t gleicher Substratspezifitat wie die Alanyl-Aminopeptidasen sei hier 
^^^ispielhaft die zytosolische Alanyl-Aminopeptidase genannt. FUr die zytosolische Alanyl- 
Aminopeptidase ist PAQ-22 spezifisch. Als bevorzugter Inhibitor der zytosolischen Alanyl- 
Aminopeptidase wird daher PAQ-22 verwendet. oder eine Mischung mehrerer Lihibitoren 
eingesetzt, die PAQ-22 umfaBL 

Die Erfindung betrifft auch die Verwendung von einem Inhibitor oder mehieren Inhibitoren 
von Alanyl-Aminopeptidasen und/oder von Enzymen gleicher Substratspezifitat zur 
Herstellung eines Arzneimittels oder einer phannazeutischen Zubereitung zur Vorbeugung 
und/oder Behandlung von Autoimmunerkrankungen. von Allergien vom Typ I nach Gell und 
Coombs, wie Heuschnupfen, von Allergien vom Typ E, m oder IV und die Verwendung zur 
erstellung eines Arzneimittels oder einer pharmazeutischen Zubereitung zur UnteidrUckung 
^on Transplantat-Abstossungen. Bevorzugte Erkrankungen und Transplantationsarten sind in 
den Unteranspriichen 26. 27, 29 und 31 aufgefuhrt. Bevorzugte Inhibitoren von Alanyl- 
Aminopeptidasen und Enzyme gleicher Substratspezifitat sind in den Anspriichen 32 bis 35 
genannt. 

Bei der Verwendung von einem Inhibitor oder mehreren Inhibitoren von Alanyl- 
Aminopeptidasen und/oder von Enzymen gleicher Subsfratspezifitat zur Herstellung eines 
Arzneimittels oder einer phannazeutischen ZubereiUing zur Vorbeugung und/oder 
Behandlung von Autoimmunerkrankungen, von Allergien vom Typ I nach Gell und Coombs, 
wie Heuschnupfen, von Allergien vom Typ E. HI oder IV und bei der Verwendung zur 
Herstellung eines Arzneimittels oder einer pharmazeutischen Zubereitung zur Unterdrtickung 
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vpn T^ansplantat-Abstossungen konnen zusStzlich Peptidfragmente von pathogenen 
Autoantigenen bei Multipler Sklerose oder synthetische Analoga und/oder spezifische 
antigene Komponenten pathogener Mikrooiganismen eingesetzt werden, wobei als 
Peptidfragmente von pathogenen Autoantigenen bevoraugt MBP (MyeUn-Basisches-Protein). 
MOG (MyeKn-Oligodendro-zyten-GIykoprotein). MAG (Myelin-Assoziiertes-Glykoprotein) 
und/oder PIP (Proteolipid-Protein) und als spezifische antigene Komponenten pathogener 
Mikroorganismen HUllproteine oder Membranglycolipid-Komplexe eingesetzt werden. 

Des weiteren betrifft die vorliegende Erfindung eine pharmazeutische Zubereitung. umfassend 
einen Inhibitor oder mehrere Inhibitoren von Alanyl-Aminopeptidasen und/oder Enzyme 

^^^'""^^"^ Substratspezifitat sowie einen oder mehreie pharmakologisch unbedenkliche TrSger-, 

l^^usatz- und/oder Hilfsstoffe. Die Erfindung betrifft ebenso eine pharmazeutischi 
^^Zubereitung. die einen Inhibitor oder mehrere Inhibitoren von Alanyl-Aminopeptidasen 
und/oder Enzyme gleicher Substratspezifitat und Peptidfragmente von pathogenen 
Autoantigenen oder synthetische Analoga und/oder spezifische antigene Komponenten 
pathogener Mikroorganismen sowie einen oder mehrere pharmakologisch unbedenkliche 
Trager-, Zusatz- und/oder Hilfsstoffe umfaBL 

Die Erfindung zeigt. dass zur Therapie von entzundlichen Erkrankungen und Autoimmun- 
Erkrankungen sowie allogenen Abstossungsreaktionen und Alleigien. fiir deren Entstehung 
die Proliferation und die Aktivierung von patiiogenen T-Zell-Klonen eine zentrale RoUe 
Bedeutung hat, die Applikation von Hemmstoffen der oben genannten Enzyme bzw. 
^tsprechender Zubereitungen und Darreichungsfonnen daraus geeignet sind. Die 
gleichzeitige Applikation von krankheitsspezifischen Antigenen erhdht diesen tiierapeutischen 
Effekt weiter und engt die Wirkung auf den pathogenetisch relevanten ProzeB ein. 

Die Applikation von Aminopeptidase-Inhibitoren zur Induktion der TGF-Pl- Expression 
in/auf Treg-Zellen und damit zur ErhOhung der immunsuppressiven Funktion dieser 
pathogenetisch bedeutsamen inhibitorischen T-Zell-Population stellt bei den genannten 
Erkrankungen eine neuartige Metiiode und erganzende. in den zentralen pathogenetischen 
Voigang eingreifende Therapieform dar. 




# 
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Der Inhibitor oder die mehreren Inhibitoren von Alanyl-Aminopeptidasen und/oder von 
Enzymen gleicher SubstratspezifitSt kfinnen in pharmazeutisch anwendbaren Foimulierungs- 
komplexen als Inhibitoren, Substrate. Pseudosubstrate, inhibitoiisch wirkende Peptide und 
Peptidderivate sowie als AntikOiper dieses Enzyms zur Anwendimg kommen. Bevoizugte 
Inhibitoren sind Bestatin. Phebestin. Probestin, Actinonin, Leuhistin, RB3014, PAQ-22 und 
deren Derivate, besonders bevorzugt sind Phebestin, RB3014 und/oder PAQ-22. 



Die Verabreichung kann in alien geeigneten Fomen geschehen, so zum Beispiel als topische 
Applikation in Fonn von Cremes, Salben. Fasten, Gelen, LSsungen. Sprays, Liposomen. 
Schattelmixturen, HydrokoUoidverbSnden bzw. anderen dennatologischen Grund- 
lagenA^ehikeln einschlieBlich instillativer Applikation oder als systemische Applikation zur 
alen, transdermalen, intravenSsen, subcutanen, intracutanen, inhalativen. intramuskulaien 
nwendung in geeigneten Rezepturen bzw. in geeigneter Galenik oder in Anbindung an oder 
Einarbeitung in Mikropartikel zu Oberwindung der Blut-Him-Schranke. Gleichzeitig kann die 
Applikation von „krankheitsspezifischen" Antigenen (Petidfragmente, Lipopolysaccharide 
u.a.) in entsprechenden Darreichungsformen den Therapieerfolg steigem. 

Die Erfindung wird unter Bezugnahme auf die nachfolgenden Beispiele n^her erlautert, ohne 
auf diese beschrSnkt zu sein. 



^jsm^^ Beispiel 1 



Induktion der Oberflachenexpression von TGF-pl auf humanen regulatorischen T- 
Lymphozyten (CD4*CD25^ nach Inkubation mit dem Inhibitor Phebestin. 

Die T-Zellen wurden 24h ohne Zusatz (KontroUe), unter Zugabe von PHA und PMA und 
unter gleichzeitiger Zugabe von PHA/PMA mit Phebestin inkubiert. PHA (Phythaemagglu- 
tinin) und PMA (Phorbol-Myristat-Acetat) wuiden als Mitogene und die Proliferation stimu- 
lierend Agentien eingesetzt. AnschlieBend erfolgte die Messung der Oberflachenexpression 
von TGF-pl mittels DurchfluBzytometrie unter Verwendung des kommerziell verfUgbaren 
polyklonalen anti-TGF-pi AntikSipers (Huhn-anti-Human; R&D Systems). Die Ergebnisse 
sind in Abbildung 1 dargestellt. 




Beispiel 2 

Induktion der Genexpression von TGF-pl in humanen regulatorischen T-Lymphozyten 
iCD4*CD25*) nacli Likubation mit dem Inhibitor Phebestin. 

Die T-Zellen wurden 24h ohne Zusatz (Kontrolle). unter Zugabe von PHA und PMA oder 
unter gleichzeitiger Zugabe von PHA/PMA mit Phebestin inkubiert. PHA (Phythaemagglu- 
tinin) und PMA (Phorbol-Myristat-Acetat) wurden als Mitogene und die Proliferation stimu- 
lierend Agentien eingesetzt. AnschlieBend wuide mittels quantitativer RT-PCR unter Ver- 
wendung des i-Cyclers der Gehalt an TGFpl-mRNA bestimmt Die Ergebnisse sind in 
bbildung 2 dargestellL 



Beispiel 3 

Induktion der Genexpression von TGF-pi auf humanen regulatorischen T-Lymphozyten 
(CD4*CD25*) nach Inkubation mit dem Lihibitor PAQ-22. 

Die T-Zellen wurden 24h ohne Zusatz (Kontrolle), unter Zugabe von PHA und PMA oder 
unter gleichzeitiger Zugabe von PHA/PMA mit PAQ-22 inkubiert. PHA (Phytiiaemagglu- 
^in) und PMA (Phorbol-Myristat-Acetat) wurden als Mitogene und die Proliferation stimu- 
^rend Agentien eingesetzt. AnschlieBend wurde mittels quantitativer RT-PCR unter 
'Verwendung des i-Cyclers der Gehalt an TGPpi-mRNA bestimmt. Die Ergebnisse sind in 
Abbildung 3 dargestellt. 



Beispiel 4 



Induktion der Genexpression von TGF-pi auf humanen regulatorischen T-Lymphozyten 
(CD4*CD25*) nach Inkubation mit dem Aminopeptidase-Inhibitor RB3014. 




Die T-Zellen wurden 72h ohne Zusatz (Kontrolle). unter Zugabe von PHA und PMA oder 
unter gleichzeitiger Zugabe von PHA/PMA mit RB3014 inkubiert. PHA (Phythaemagglu- 
tinin) und PMA (Phorbol-Myristat-Acetat) wurden als Mitogene und die ProUferation stimu- 
lierend Agentien eingesetzt. Anschliefiend wuide mittels quantitativer RT-PCR unter 
Verwendung des i-Cyclers der Gehalt an TGF-pl-mRNA bestimmt. Die Ergebnisse sind in 
Abbildung 4 daigestellt 
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Patentanspruche 




1. Verwendung von einem Inhibitor oder mehreren Inhibitoren von Alanyl-Aminopeptidasen 
und/oder von Enzymen gleicher SubstratspezifitSt zur Induktion von Produktion von TGF- 
Pl und Expression von TGF-Pl in und/oder auf Treg-Zellen. 

2. Verwendung nach Anspruch 1 , bei der der eine Inhibitor oder die mehreren Inhibitoren der 
Alanyl-Aminopeptidasen und/oder von Enzymen gleicher Substiatspezifitat mindestens 
ein Mitglied gewShlt aus der Gruppe bestehend aus Actinonin. Leuhistin, Phebestin, 
Amastatin, Bestatin, Probestin. Arphamenin, MR 387, p-Aminothiole. a- 
AminophosphinsSuren und deren Ester und Salze. a -Aminophosphonate, a- 
Aminoboronsauren, o-Aminoaldehyde, Hydroxamate von a-Aminosauren, N- 
Phenylphthalimide, N-Phenylhomophthalimide. a-Ketoamide, Thalidomid und dessen 
Derivate ist. 

■-> 

Verwendung nach Anspruch 2, bei der als der eine Inhibitor oder die mehreren Inhibitoren 
a-Ketoamide, bevorzugt 3-Amino-2-oxo-4-phenylbutansaureamide, a-Aminophosphin- 
saurcn, bevorzugt D-Phe-Y[PO(OH)-CH2]-Phe-Phe. N-Phenylhomophthalimide, bevorzugt 
PAQ-22, a -Aminophosphonate, bevorzugt RB3014 und/oder Phebestin. besonders bevor- 
zugt PAQ-22, RB3014 und/oder Phebestin, eingesetzt weixlen. 

Verwendung nach einem der AnsprQche 1 bis 3, bei der als Enzym gleicher Substrat- 
spezifitat zytosolische Alanyl-Aminopeptidase dient 

5. Verwendung nach Anspruch 4, bei der als der eine Inhibitor PAQ-22 eingesetzt wird oder 
die mehreren Inhibitoren PAQ-22 umfassen. 



I. Verwendung von einem Inhibitor oder mehreren Inhibitoren von Alanyl-Aminopeptidasen 
und/oder von Enzymen gleicher Substratspezifitat zur Vorbeugung und/oder Behandlung 
von Autoimmunerkrankungen. 
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7. . Verwendung nach Anspruch 6 zur Voibeugung und/oder Behandlung von Rheumatoider 
Arthritis, Lupus erythematodes, Multipler Skleiose, IDDM, Morbus Crohn. Colitis 
Ulcerosa. Psoriasis, Neurodennitis. Glomerulonephritis, interstitieller Nephritis, 
Vaskulitis, autoimmuner Schilddriisenerkrankungen, autoimmunhamolytischer AnSmie, 
Oder anderen chronischen Ericrankungen mit entzUndlicher Genese wie Arteriosklerose. 



8. Verwendung nach Anspruch 6 oder Anspnich 7 zur Vorbeugung und/oder Behandlung 
von Multipler Sklerose oder Arteriosklerose. 



9. Verwendung von einem Inhibitor oder mehreren Inhibitoren von Alanyl-Aminopeptidasen 
und/oder von Enzymen gleicher Substratspezifitat zur Vorijeugung und/oder Behandlung 
von AUergien vom Typ I nach Gell und Coombs. Heuschnupfen oder AUergien vom Typ 
II,nioderIV. • 



10. Verwendung nach Anspruch 9 zur Vorbeugung und/oder Behandlung von Asthma 
bronchiale oder Heuschnupfen als Allergic vom Typ I nach Gell und Coombs uiibder 
Kontaktallergien als AUergien vom Typ n. III oder IV. 

11. Verwendung von einem Inhibitor oder mehreren Inhibitoren von Alanyl-Aminopeptidasen 
und/oder von Enzymen gleicher Substratspezifitat zur Unterdriickung von Transplantat- 
Abstossungen. 

>^ 

^2. Verwendung nach Anspruch 1 1 bei Nieren- oder Knochenmarktransplantationen. 

13. Verwendung nach einem der Anspruche 6 bis 12. bei der der eine Inhibitor oder die meh- 
reren Inhibitoren der Alanyl-Aminopeptidasen und/oder von Enzymen gleicher 
Substratspezifitat mindestens ein Mitglied gewahlt aus der Gruppe bestehend aus Actino- 
nin. Leuhistin. Phebestin, Amastatin, Bestatin, Piobestin, Arphamenin, MR 387. p- 
Aminothiole. a-Aminophosphinsauren und deren Ester und Salze, a -Aminophosphonate, 
a-Aminoboronsauren, a-Aminoaldehyde. Hydroxamate von a-Aminosauren. N-Phenyl- 

phthalimide, N-Phenylhomophthalimide. a-Ketoamide, Thalidomid und dessen Derivate 
ist. 
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14-. Verwendung nach Anspruch 13, bei der als der eine Inhibitor oder die mehreren Ihhibi- 
toren a-Ketoamide, bevorzugt 3-Ainino-2-oxo-4-phenylbutansaureaniide, a-Amino- 
phosphinsauien. bevorzugt D-Phe-YlPO(OH)-CH2j-Phe-Phe. N-Phenylhomophthalimide, 
bevorzugt PAQ-22, a -Aminophosphonate. bevorzugt RB3014 und/oder Phebestin, beson- 
ders bevorzugt PAQ-22. RB3014 und/oder Pliebestin. eingesetzt werden. 

15. Verwendung nach einem der AnsprUche 6 bis 14. bei der als Enzym gleicher Substrat- 
spezifitat zytosolische Alanyl-Aminopeptidase dient. 

16. Verwendung nach Anspruch 15. bei der als der cine Inhibitor PAQ-22 eingesetzt wird 
Oder die mehreren Inhibitoren PAQ-22 umfassen. 

17. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 16. bei der zusatzlich Peptidfragmente von 
pathogenen Autoantigenen oder synthetische Analoga und/oder spezifische antigene Kom- 
ponenten padiogener Mikroorganismen eingesetzt werden. 

18. Verwendung nach Anspruch 17. bei der als Peptidfragmente von pathogenen Auto- 
antigenen MBP (Myelin-Basisches-Protein). MCXJ (Myelin-Oligodendrozyten-GIyko- 
protein). MAG (Myelin-Assoziiertes-Glykoprotein) und/oder PLP (Proteolipid-Protein) 
eingesetzt werden. 

^9. Verwendung nach Anspruch 17 oder 18, bei der als spezifische antigene Komponenten 

pathogener Mikroorganismen HuUproteine oder Membranglycolipid-Komplexe eingesetzt 
werden. 

20. Verwendung von einem Inhibitor oder mehreren Inhibitoren von Alanyl-Aminopeptidasen 
und/oder von Enzymen gleicher SubstratspezifitSt zur Herstellung eines Arzneimittels 
Oder einer pharmazeutischen Zubereitung zur Induktion von Produktion von TGF-Pl und 
Expression von TGF-pl in und/oder auf Treg-Zellen.. 

21. Verwendung nach Anspruch 20. bei der der eine Inhibitor oder die mehreren Inhibitoren 
der Alanyl-Aminopeptidasen und/oder von Enzymen gleicher Substratspezifitat 
mindestens ein Mitglied gewahlt aus der Gruppe bestehend aus Actinonin. Leuhistin. 




. Phebestin, Amastatin, Bestatin, Probestin, Aiphamenin, MR 387. p-Aminothiole, a- 
Aminophosphinsauren and deren Ester und Salze, a -Aminophosphonate, a- 
Aminoboronsauren, a-Aminoaldehyde, Hydroxamate von a-Aminosauren, N- 
Phenylphthalimide, N-PhenylhomophthaUmide, a-Ketoamide, Thalidomid und dessen 
Derivate isL 




22. Verwendung nach Anspruch 21, bei der als der eine Inhibitor oder die mehreren Inhibito- 
ren a-Ketoamide, bevorzugt 3-Aniino-2-oxo-4-phenyIbutansaureamide. a-Amino- 
phosphinsauren. bevorzugt D-Phe-Y[PO(OH)-CH2]-Phe-Phe. N-PhenylhomophthaUmide. 
bevorzugt PAQ-22. a -Aminophosphonate, bevorzugt RB3014 und/oder Phebestin, beson- 
ders bevorzugt PAQ-22. RB3014 und/oder Phebestin. eingesetzt werden. 

23. Verwendung hach einem der AnsprUche 20 bis 22, bei der als Enzym gleicher 
Substratspezifitat zytosolische Alanyl-Aminopeptidase dient. 

24. Verwendung nach Anspruch 23, bei der als der eine Inhibitor PAQ-22 eingesetzt wird 
Oder die mehreren Inhibitoren PAQ-22 umfassen. 

25. Verwendung von einem Inhibitor oder mehreren Inhibitoren von Alanyl-Aminopeptidasen 
und/oder von Enzymen gleicher Substratspezifitat zur Herstellung eines Arzneimittels 
Oder einer pharmazeutischen Zubereitung zur Vorbeugung und/oder Behandlung von 

-^i^9ll^ Autoimmunerkrankungen. 

w 

26. Verwendung nach Anspruch 25 zur Vorbeugung und/oder Behandlung von Rheumatoider 
Arthritis, Lupus erythematodes, Multipler Sklerose, IDDM, Morbus Crohn, Colitis 
Ulcerosa, Psoriasis, Neuroderroitis, Glomerulonephritis, interstitieller Nephritis, 
Vaskulitis. autoimmuner SchilddrUsenerkrankungen, autoimmunhamolytischer Anamie, 
Oder anderen chronischen Erkrankungen mit entzundlicher Genese wie Arteriosklerose. 



. Verwendung nach Anspruch 25 oder Anspruch 26 zur Vorbeugung und/oder Behandlung 
von Multipler Sklerose oder Arteriosklerose. 
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28. - Verwendung von einem Inhibitor oder mehreren Lihibitoren von Alanyl-Aminopeptidasen 

und/oder von Enzymen gleicher Substratspezifitat zur Herstellung eines Araneimittels 
Oder einer phannazeutischen Zubereitung zur Voibeugung und/oder Behandlung von 
Allergien vom Typ I nach Gell und Coombs, Heuschnupfen oder Allergien vom Typ H, HI 
Oder IV. 

29. Verwendung nach Anspruch 28 zur Vorbeugung und/oder Behandlung von Asthma 
bronchiale oder Heuschnupfen als Allergic vom Typ I nach GeU und Coombs un/oder 
Kontaktalleigien als Allergien vom Typ H, m oder IV. 

30. Verwendung von einem Inhibitor oder mehreren Inhibitoren von Alanyl-Aminopeptidasen 
und/oder von Enzymen gleicher Substratspezifitat zur Herstellung eines Aizneimittels 
Oder einer phannazeutischen Zubereitung zur Unterdrttckung von Transplantat- 
Abstossungen. 

31. Verwendung nach Anspruch 30 bei Nieren- oder Knochenmarktransplantationen. 

32. Verwendung nach einem der AnsprUche 25 bis 31, bei der der eine Inhibitor oder die 
mehreren Inhibitoren der Alanyl-Aminopeptidasen und/oder von Enzymen gleicher 
Substratspezifitat mindestens ein Mitglied gewahlt aus der Gruppe bestehend aus 
Actinonin, Leuhistin, Phebestin, Amastatin, Bestatin, Probestin, Aiphamenin, MR 387, P- 
Aminothiole, a-Aminophosphinsauren und deren Ester und Salze, a -Aminophosphonate, 
a-Aminoboronsauren, a-Aminoaldehyde, Hydroxamate von a-Aminosauren, N- 
Phenylphthalimide. N-Phenylhomophthialimide, o-Ketoamide, Thalidomid und dessen 
Derivate ist. 



• Verwendung nach Anspruch 32, bei der als der eine Inhibitor oder die mehreren 
Inhibitoren a-Ketoamide, bevorzugt 3-Amino-2-oxo-4-phenylbutansaureamide, a- 
Aminophosphinsauren, bevorzugt D-Phe-Y[PO(OH)-CH2]-Phe-Phe. N-Phenylhomophthal- 
imide, bevorzugt PAQ-22, a -Aminophosphonate, bevorzugt RB3014 und/oder Phebestin, 
besonders bevorzugt PAQ-22, RB3014 und/oder Phebestin, eingesetzt werden. 




34. Vervvendung nach einem der Anspruche 25 bis 33. bei der als Enzym gleicher 
Substratspezifitat zytosolische Alanyl-Aminopeptidase dient. 

35. Verwendung nach Anspruch 34. bei der als der eine Inhibitor PAQ.22 eingesetzt wird 
Oder die mehreren Inhibitoren PAQ-22 umfassen. 

36. Verwendung nach einem der Anspriiche 20 bis 35, bei der zusStzlich Peptidfragmente von 
pathogenen Autoantigenen oder syndietische Analoga und/oder spezifische antigene 
Komponenten pathogener Mikroorganismen eingesetzt werden. 

•37. Verwendung nach Anspruch 36, bei der als Peptidfragmente von pathogenen 
Autoantigenen MBP (Myelin-Basisches-Protein), MOG (Myelin-OIigodendiozyten- 
Glykoprotein), MAG (Myelin-Assoziiertes-Glykoprotein) und/oder PLP (Proteolipid- 
Protein) eingesetzt werden. 



L Verwendung nach Anspruch 36 oder 37, bei der als spezifische antigene Komponenten 
pathogener Mikroorganismen HUUproteine oder Membranglycolipid-Komplexe eingesetzt 
werden. 




39. Pharmazeutische Zubereitung, umfassend einen Inhibitor oder mehrere Inhibitoren von 
Alanyl-Aminopeptidasen und/oder Enzyme gleicher Substratspezifitat sowie einen oder 

")^^ mehrere pharmakologisch unbedenkliche Tiager-. Zusatz- und/oder Hilfsstoffe. 

40. Phannazeutische Zubereitung, umfassend einen Inhibitor oder mehrere Inhibitoren von 
Alanyl-Aminopeptidasen und/oder Enzyme gleicher Substratspezifitat und 
Peptidfragmente von pathogenen Autoantigenen oder synthetische Analoga und/oder 
spezifische antigene Komponenten pathogener Mikrooiganismen sowie einen oder 
mehrere pharmakologisch unbedenkliche Trager-, Zusatz- und/oder Hilfsstoffe. 




Zusammenfassimg 

Die vorliegende Erfindung betrifft die Verwendung von einem Lihibitor oder mehreien 
Bihibitoren von Alanyl-Aminopeptidasen und/oder von Enzymen gleicher Substratspezifitat 
zur Liduktion der Produktion von TGF-pl und Expression von TGF-pl in und/oder auf Treg- 
Zellen und die Verwendung zur Vorbeugung und/oder Behandlung von Autoimmun- 
erkrankungen, Allergien, Arteriosklerose und zur Unterdriickung von Transplantat- 
Abstossungen. Weiter betrifft die Erfindung Verwendungen bei der zusStzlich 
Peptidfragmente von pathogenen Autoantigenen oder synthetische Analoga und/oder 
spezifische antigene Komponenten pathogener Mikroorganismen eingesetzt weiden. 




T-Lymphozyten. 
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Abb. 3: Induktion der mRNA-Expression TGF-pi in humaneh regulatorischen T- 
Lymphozyten. 
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Abb. 4: Induktion der mRNA-Expression TGF-pi in faumanen regulatorischen T- 
Lymphozyten. 
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